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SYNOPSIS 
Chitin, a major structural component of exoskeletons of arthropods and fungal cell walls, etc., is an abundant 
polysaccharide in nature. Chitinases, enzymes hydrolyzing chitin, are found in a variety of organisms and have 
potential for industrial applications. Paenibacillus thermoaerophilus strain TC22-2b, a novel thermophilic 
chitin-degrading bacterium, was isolated from compost. A novel chitinase (PthChiA) secreted from strain TC22-2b 
was purified by ammonium sulfate precipitation, colloidal chitin adsorption and ion exchange chromatography. 
Apparent molecular mass of PthChiA was approximately 48 kDa. The optimum temperature and pH of chitinase 
activity with colloidal chitin as a substrate were 60°C and pH 4, respectively. PthChiA retained ≥68% of its initial 
activity after incubation at 30-50°C or pH 4-10. Using p-nitrophenyl N,Nʹ-diacetyl-β-D-chitobioside, the Km and kcat 
values were 1.4 mM and 9.6 s-1, respectively. Hydrolysis products suggested that PthChiA degraded substrates in an 
endo manner. The genes for PthChiA was amplified by polymerase chain reaction and sequenced. The 1548 bp of 
DNA encoding 515 amino acids was obtained. The deduced amino acids contained putative signal peptide, followed 
by N-terminal amino acid sequences of purified PthChiA, glycoside hydrolases family 18 domain, fibronectin type 
III-like domain and carbohydrate binding module. This study showed the presence of thermophilic Paenibacillus 
species degrading chitin using a novel chitinase. 
 




























































modified Brock’s basal salts（MBS）寒天培地上で培養し、
クリアゾーン形成を観察することによりキチン分解活性
の有無を確認した。 










細菌基準株である P. elgii NBRC 100335T、 P.validus NBRC 
15382T、 P. hodogayensis JCM 12520T、 P. ginsengarvi DSM 
18677Tも同時に解析し、本菌株との性状の比較を行った。
なお、 TC22-2b 株を微生物保存機関である German 
Collection of Microorganisms and Cell Cultures（DSMZ）およ
び Japan Collection of Microorganisms（JCM）に寄託保存し
た（寄託番号 DSM 26310 および JCM 18657）。 
2-2．Paenibacillus thermoaerophilus TC22-2b株由来キ
チナーゼ（PthChiA）の精製と解析  
TC22-2b株を MBS-YC培地［MBS（pH 7.8）に 0.2% 酵
母エキスおよび 0.3% コロイダルキチンを加えた培地］で






















電気泳動後に約 350 bp のバンドを切り出し、塩基配列解
析を行った。続いて、PthChiA遺伝子の全長および隣接す
る遺伝子を取得するために、BspT107 I あるいは BSSH II
により分解したゲノムDNAを用いたインバースPCRを行
った。塩基配列を決定した後、Genetyxを用いてアミノ酸






















が確認された。なお、本菌株のゲノム DNA の G+C 含量
は 59.1 mol%であった。 
TC22-2b 株は芽胞形成能および運動性を有するグラム
陽性桿菌であった。また、偏性好気性であり、生育温度範
囲および生育 pH範囲は 25-58°C （至適生育温度 50-55°C）、






















表 1．TC22-2b株と Paenibacillus 属近縁種基準株の性状比較 
菌株: 1, TC22-2b; 2, P. elgii NBRC 100335T; 3, P. validus NBRC 
15382
T
; 4, P. hodogayensis JCM 12520
T
; 5, P. ginsengarvi DSM 
18677
T
. +, 陽性; −, 陰性; w, 弱陽性; NG, 増殖なし. 
性質 1 2 3 4 5 
55°C での増殖 + − − − − 
カゼイン分解 − + − − − 
デンプン分解 + + + − − 
Tween 80 分解 NG + w − − 
主要脂肪酸（%, w/w） 
     
   n-C16 : 0  25.5 26.4 19.1 16.2 11.4 
   iso-C16 : 0 23.6 5.3 9.8 16.2 17.3 









また、pHに関しては、pH 4で最大活性が見られ、pH 4-7 の
間で最大活性の 50%以上の活性を示した。PthChiA は
30-50°Cで 2時間インキュベート後も 68%以上の活性を維
持した。また、pH 4-10で 2時間インキュベート後では 80% 
以上の活性が維持された。pNP-(GlcNAc)2を基質として用
いたところ、PthChiAの Km、kcat、kcat/Kmは各々1.4 mM、






















思われる 1548 bpを得た。この塩基配列から 515残基の推
定アミノ酸配列が得られた。BLASTP によりデータベース
上のアミノ酸配列との相同性検索をした結果、このアミノ
酸配列と最も高い相同性を示したのは Paenibacillus sp. 
J14株由来キチナーゼ（WP_028537743、68.0%）であった。 




された（図 3）。N 末端側の 38 残基のアミノ酸はシグナ
ルペプチドであり、細胞外に分泌後に切断され、シグナル
ペプチド切断後の PthChiA の N 末端アミノ酸配列は
AVSTGKK となると推測された。また、シグナルペプチド
切断後の PthChiA は推定アミノ酸配列から分子量は約 50 
kDaと算出された。そして、BLAST検索の結果、PthChiA
の各ドメインと最も高い相同性を示したのは GH 18 ドメ












 Paenibacillus thermoaerophilus TC22-2b 株は細胞形態や
主要キノン、細胞壁ジアミノ酸などは Paenibacillus属細菌
に一般的にみられるものであった [15] が、至適生育温度



















 PthChiA は分子量約 48 kDa で好熱好酸性であった。こ
れらの性質は必ずしもこれまでに知られている




属細菌 [21]、Rhodothermus属細菌 [22] など系統的に多様
な細菌から見つかっている。同様にエンド型の分解様式を
持つキチナーゼも系統的に多様な微生物から見つかって
いる[11, 21, 22]。pNP-(GlcNAc)2を基質とした場合の Kmお
よび kcatに関しては、Paenibacillus 属細菌ではこれまでに
本菌株と Paenibacillus sp. FPU-7株が分泌するキチナーゼ




精製した PthChiAの性質が次の 5点で一致した。1) GH18
ドメインが存在することと PthChiA がキチナーゼ活性を
有すること、2) 基質へ結合する性質を持つことが知られ





の PthChiA の推定 N 末端アミノ酸配列と精製 PthChiA の
N 末端アミノ酸配列、5)シグナルペプチド切断後の
PthChiA の推定分子量と精製 PthChiA の SDS-PAGE 結果
から算出された分子量。PthChiAの推定アミノ酸配列中に
見られたいずれのドメインも多くの細菌由来キチナーゼ
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